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と疾病との関係を直接的に明らかにすることが課題である。これまでに、Na 制限が Ca と
Mg の吸収を低下させ、Caと Mgのミネラル出納において負のバランスをもたらすことが明
らかとなっている[1]。そこで本研究では Na 制限が EMU-Caと Mgの変化を引き起こす可能








代謝における中間代謝物であるが、この代謝に関わる MTHFR の C677T 多型が血中 HCY 濃
度に大きく関与している。第 2章では C677T のホモ型（TT）およびヘテロ型（CT）を持つ
女子陸上長距離選手の血中 HCY 濃度低下を目的とし、MTHFR の補酵素である V.B2 および
抗酸化能を有する α-TP 摂取における効果を検討した。 
 
 
 第 3章は、抗酸化能を有する α-TP および δ-トコトリエノール（δ-T3）の血中動態および
脂質代謝・骨代謝への影響を明らかにすることを目的に介入研究を行った。これまで、健康
な若年者を対象に δ-T3 の血中動態を明らかにした報告や、14 日間の短期摂取による α-TP
や δ-T3 の血中濃度変化の報告は少ない。そこで、健康な若年男女を対象に、δ-T3 摂取によ
る δ-T3 の血中動態解明を目的の一つとし研究を実施した。さらに、in vitroで脂肪細胞に関
係していることが示されている γ-T3、δ-T3[2-4]のうち、γ-T3 は TG、脂肪細胞や脂肪量に対
する影響は明らかになりつつあるものの[5, 6]、δ-T3 でのそれは未だ不明な点が多い。しか
しながら α-T3 や γ-T3 を含まない純度 90%の δ-T3 が肥満ラットの脂肪量を有意に減少させ
ており[7]、本研究でも δ-T3 の摂取によりヒト血中 TG および LDL-コレステロール（LDL）




作用することが明らかであったが、T3 の中でも、特に強い抗酸化能を有する δ-T3 の血中コ
レステロール低下への有用性を示すことは意義があると考えた。 







しい知見が得られる可能性もある。そこで本研究では、α-TP および δ-T3 サプリメントを被
験者である若年男女に 14日間摂取させ、その後のアウトカムとして、ヒト血中 TG、LDL、
HDLおよび骨代謝マーカーである Ntx、total P1NP、さらに HCY 濃度の変動に着目し、α-TP
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た食事（160 mg/d）では、EMU-Mg は有意に減少し[12]、EMU はミネラルの栄養状態の指標
である可能性が示された。しかし、これまでにナトリウム（Na）制限は Caと Mgの吸収を
低下させたことから[6]、Ca と Mg出納に負のバランスを引き起こすと考えた。したがって、















の承認を得た（申請番号：04003、承認日：2004年 7月 18日）。被験者は 19 から 23歳の健
康な日本人女性 11名であった（Table1-1）。被験者は実験期間中、国立健康・栄養研究所の
実験用宿泊施設に滞在し、2 つのグループに分かれた。グループは Na 制限群（n= 5、NaCl
































Table 1-1. Characteristics of subjects (11females) 
  Age (years) Height (cm) Weight (kg) BMI 
Mean ± SD 
Na restriction (n= 5)           
(NaCl intake 6g/d) 
20.6 ± 0.5 160.8 ± 6.8 51.5 ± 5.2 19.9 ± 1.1 
Control (n= 6)                   
(NaCl intake 12g/d) 
20.8 ± 1.3 159.4 ± 5.9 53.1 ± 6.6 20.9±2.1 











































Figure 1-1. Experiment protocol   This metabolic balance study consisted of two phases; the balance period (step 1, step 2, step 3, and step 4), and the recovery 
period. The participants consumed a diet consisting of a 4-day-rotating menu throughout the study. The 24-h urine was collected from 8:30 am to 8:30 am the next 
day as one day. The second voided fasting early morning urine (EMU) was obtained from 6:00 am (the first voiding in the morning: night urine) to 8:30 am (before 
breakfast), collected separately from the other urine. In the morning of the days 1, 5, 9, 13, and 17, fasting blood samples were collected. The NaCl intake of the Na 
restriction group was 6 g/d during the balance period, but it increased to 12 g/d during the recovery period. The EMU data during the balance period were used to 
compare between the Na restriction group and the control group, as the intergroup comparison. In the Na restriction group, the EMU data in step 4 and the recovery 
period were used for the intragroup comparison. 
  
Experiment Design 
One day (from 8:30 am to 8:30 next day) 
Experimental day 
゜




(Step 1) (Step2) (Step3) (Step4) 
Menu number A*l l | 2 | 3 | 4 1121314 1121314 1 I 2 I 3 4 1 I 2 I 3 A*l 
NaCl intake of Na restriction group 6 g/d 12 g/d 
NaCl intake of control group 12 g/d 
Meal 0000  0000  0000  0000  000  
Samples EMU朽
゜
0000  0000  0000  0000  000  
Fasting blood 
゜ ゜ ゜ ゜ ゜Data of intergroup comparison Na restriction(NaCl intake 6 ~ vs. Control(NaCl intake 12 wd) Data of intragroup comparison NaCl intake NaCl intake I 
（ヽvithinNa restriction group) 6 ?)d 12 g/d 
*l: Ad lib 







間中、対照群は Na 制限食（NaCl：6g/d）と同じ Na 制限食に、毎食 2g の塩分を追加（＋6 
g/d）した食事を毎日摂取した。Na制限群は、出納期には Na 制限食（NaCl：6 g / d）を摂取
したが、回復期には対照食（NaCl：12 g /d）に変更した。実験期間中に供給された食事中の































Table 1-2. Mean dietary composition of energy and nutrients 
Items*1 
Energy Protein Lipid Carbohydrate 
(kcal/d) (g/d) (g/d) (g/d) 
 1.9×103 7.3×10 4.3×10 3.0×102 
Items*2 
Na*3, 4 K Ca Mg P Zn 
(mg/d) (mg/d) (mg/d) (mg/d) (mg/d) (mg/d) 
*34.8×103 
2.4×103 6.0×102 2.3×102 1.1×103 9.2 
*42.4×103 
*1: Calculated by Standard Tables of Food Composition [14] 
*2: Measured by Atomic Absorption method or Colorimetry [8]   
*3: Control diet 



























EMU は、起床時に排尿後、朝食前に採取した起床後 2 番目に排泄した尿である。 
 
2. 血液 

















出納期間中の EMU-ミネラルのデータは、Na制限群（n= 5）と対照群（n= 6）との比較に用
いた（対応のない t-test）。また、最終出納期（ステップ 4：NaCl 6 g/d）と回復期（NaCl 12 
g/d）の EMU-ミネラルのデータは、Na 制限群の EMU-ミネラルの比較に使用した（対応の
ある t-test）（Figure 1-1）。全被験者（n= 11）のデータを用いて、Na摂取量と EMU ミネラル













1.3.1 血清ミネラル濃度と Na 摂取量との関係（出納期の群間比較） 
出納期間中の Na制限群と対照群の血清ミネラル濃度を Table. 1-3 に示す。Na 制限群の血



































Table 1-3. Serum minerals at the inter group comparison 
Serum-minerals 
Na restriction (n= 5)         
(NaCl intake 6g/d) 
Control (n= 6)                  
(NaCl intake 12g/d) 
P 
Serum Na (mmol/L) 144 ± 4 144 ± 6 NS 
Serum K (mmol/L) 4.6 ± 0.3 4.3 ± 0.3 < 0.01 
Serum Ca (mmol/L) 2.29 ± 0.05 2.28± 0.08 NS 
Serum Mg (mmol/L) 0.90 ± 0.04 0.83 ± 0.03 < 0.001 
Serum P (mmol/L) 1.34 ± 0.06 1.29 ± 0.08 <0.05 
Serum Zn (mmol/L) 12.6 ± 1.8 12.0 ± 1.2 NS 






















1.3.2 EMU-ミネラルと Na摂取量との関係（出納期の群間比較） 
 出納期間中の Na制限群と対照群の EMU-ミネラルを Table1-4 に示した。Kを除くすべて
の尿中ミネラル濃度は、Na 制限群と対照群で有意な差があり、Na 制限群の EMU-Na、P、
Ca、Mg、Zn は対照群よりも有意に低かった。さらに、両群の全試料（n= 175）を用いて、
Na摂取量と EMU-ミネラルの相関を算出した。その結果、Na摂取量と EMU-Na、Ca、Mg、

































Table1-4. EMU-minerals at the intergroup comparison 
 Na restriction (n= 5) Control (n= 6) Unit p 
EMU-Na 0.66±0.42 1.47±0.82 µmol/ kg BW/ min <0.001 
EMU-K 0.43±0.17 0.39±0.15 µmol/ kg BW/ min NS 
EMU-P 165±56 194±57 nmol/ kg BW/ min <0.05 
EMU-Ca 19.3±11.3 33.0±16.6 nmol/ kg BW/ min <0.001 
EMU-Mg 33.6±10.2 38.9±9.5 nmol/ kg BW / min <0.001 
EMU-Zn 50.2±12.4 64.1±20.1 pmol/ kg BW / min <0.001 



































Figure 1-2. Relationships between Na intake and EMU-minerals in the balance period (intergroup 
comparison) The relationships between Na intake and EMU-minerals (Na, K, Ca, Mg, P, and Zn) were 
analyzed as the parameter; /BW/min. The closed circles represent data from the Na restriction group, and 
the open circles represent data from the control group. Significant differences in EMU-Na, Ca, Mg, P, and 
Zn were observed between the two groups (p<0.001, p<0.001, p<0.001, p<0.05, and p<0.001, respectively), 
but not in K (intergroup comparison). Further, significantly positive correlations were shown between Na 
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1.3.3 Na制限群における Na 摂取量と EMU-ミネラルの関係（群内比較） 





































Table1-5. EMU-minerals at the intragroup comparison in the Na restriction group  








EMU-Na 0.78±0.34 2.12±0.82 µmol/ kg BW/ min <0.001 
EMU-K 0.46±0.18 0.75±0.20 µmol/ kg BW/ min <0.001 
EMU-P 176±37 152±40 nmol/ kg BW/ min <0.01 
EMU-Ca 19.0±8.8 27.0±13.6 nmol/ kg BW/ min <0.001 
EMU-Mg 34.4±8.2 40.9±8.8 nmol/ kg BW/ min <0.01 
EMU-Zn 49.1±9.3 59.5±9.1 pmol/ kg BW/ min <0.001 
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1.4.2 Na摂取量と EMU-ミネラルの関係 
実験期間中、参加者全員が Na 以外は同量のミネラルを摂取しているにもかかわらず、Na
制限群の EMU-Na、Ca、Mg、P、Zn は対照群に比べて有意に低かった。さらに、EMU-Na、
Ca、Mg、P、Zn と Na 摂取量との間には有意な正の相関が認められた（Figue1-2）。このこ













EMU-K の増加は、Na の摂取量および吸収量の増加に伴う K 吸収量増加の影響として説明
できる[20]。回復期における EMU-P の減少は、いくつかの要因によって引き起こされた可
能性がある。尿中の P の減少は Ca の吸収を増加させる可能性がある。Ca の一部は P と一






1.4.4 Na制限が EMU-Ca と Mgを減少させるメカニズム 
Na摂取量と Ca・Mg 出納には有意な正の相関があることを報告している[6]。冒頭で述べ
たように、食塩摂取量が少ない（NaCl：6g/d）と、腸管からの Ca・Mg の吸収が抑制され、
同じ骨ミネラル（Ca・Mg）が Na と一緒に骨から放出される[20]。今回の研究では、Na 摂
取量が少ない参加者では腸管からの Ca・Mgの吸収が抑制され、血中 Ca・Mg 濃度を維持す
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合体およびヘテロ接合体は、MTHFR の酵素活性をそれぞれ 60〜70％および 30〜35％低下
させることが報告されている[9-11]。さらに、C677T は MTHFR の酵素活性を低下させ、5-
メチルテトラヒドロ葉酸の産生を減少させるので、その結果、HCY からメチオニンへの経
路を阻害し、血中 HCY 濃度の上昇につながることが示されている[12-15]。MTHFR 遺伝子
の C677T 多型の変異は、ストレス性骨折と関連しており、独立した危険因子として同定さ
れている[16]。MTHFR の補酵素である FAD の前駆体である V.B2は、血漿 HCY レベルの独
立した決定因子であることが示されている[17]。しかし、低 V.B2摂取（1.6 mg/日）では血中












ンの同時投与は、血漿中 HCY レベルの上昇に対する V.B 群の効果を増強する可能性がある
という仮説を立てた。したがって、本研究の目的は、C677T 多型のホモ型（TT）およびヘテ



















本研究では，年齢≧18 歳の包括基準を満たす女子大学陸上競技選手 21 名を被験者として
募集した。このうち、インフルエンザの症状を示す 4 名を除外し、残りの 17 名を対象に
MTHFR C677T 多型の TT または CT 遺伝子型を解析した。MTHFR C677T 多型における TT
または CT 遺伝子型を有する女子陸上長距離選手は 11名であった。方法は、以下のMTHFR 
C677T 多型の解析に記載した。したがって、本実験の最終的な被験者数は 11 名であった。
サンプルサイズは検出力 80%、α = 0.05、β = 0.20 のパラメーターを用い、HCY のエフェク








Table 2-1. Physical characteristics of female track and field athletes with C677T genotype and their competition performance 
 















Competing in the 




A F 21 156.0 45.0 18.5 2 CT 425 9 9.34 
B F 21 165.2 49.5 18.1 1 CT 392 9 9.57 
C F 21 162.8 42.4 16.0 2 CT 416 10 9.43 
D F 21 150.0 42.0 18.7 0 CT 519 12 9.47 
E F 20 160.0 42.5 16.6 0 CT 804 5 9.25 
F F 20 160.0 46.5 18.2 0 TT 418 8 9.48 
G F 19 163.0 47.5 17.9 0 CT 500 7 9.36 
H F 19 158.3 38.5 15.4 0 CT 252 4 9.45 
I F 19 157.3 45.9 18.6 0 CT 517 7 9.49 
J F 19 163.5 53.0 19.8 0 CT 467 4 10.08 
K F 19 171.0 49.0 16.8 0 CT 525 7 9.29 




本研究は、2018 年 1 月から 2018 年 11 月までの期間で実施した。実験期間は、対照期間
（コントロール期）、V.B2摂取期間（V.B2期）、α-TP 摂取期間（α-TP 期）、併用摂取期間（V.B2
＋α-TP 期）の 4 つの期間に分けた。各実験期間の間に 14 日間以上のウォッシュアウト期間
が設けられた。総実験期間 12週間であった。身体計測および、採血は東洋大学 板倉キャン


































Figure 2-1. Experiment protocol 
Schematic showing the study period. The duration of the study was 12 weeks (four periods of 14 days for the various vitamin loading periods), including a 2-
week washout periods after each supplement period. The loading test was carried out in combination with V.B2 and α-TP (concurrently intake), and another 
























していた。本研究における V.B2 および α-TP の 1 日の負荷量は、日本人の食事摂取基準量





























Table 2-2. Four menus of mixed with vitamin B2 and/or α-TP 











































These meals were prepared in the dorm kitchen. Each vitamin was mixed into these foods. Subjects 
had taken these meals without knowing that they contained vitamins (V.B2 30mg/d, α-TP 60mg/d). We 








































 2) 血液保管 
 試料を採取する採血管は生化学管と EDTA-２K 管を用意した。事前に採血管には ID を記
し試料に混合がないようにした。一回の採血量は 20mL/人とした。採血量については、通常
の健康診断および献血量から鑑みて、採血量は少量であり適切量である。採血後に静置した




















MTHFR の C677T の SNP 型は PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism法および電気
泳動法にて判定した。血漿 α-TP、HCY 濃度は学内で液体クロマトグラフィー：High 




2.2.8 MTHFR（C677T）の SNP 型判定 
1. 唾液の採取 





2. DNA 抽出・DNA 量確認 
 唾液サンプルを 50℃の恒温槽にて 60 分間プレインキュベーションし、新たな 1.5mL チ
ューブに 500μL分注後、精製溶液 20μLを加え攪拌した。10分間、氷の上で冷却後、遠心分
離（25℃、13,000rpm、2min）し、上清のみ新しい 1.5mLに分注し、沈殿物は廃棄した。つ
ぎに 100%エタノール 600μL を添加し、静かに 10 回程度転倒混和し、室温にて１0 分間静
置し、DNA を沈殿させた。再度、遠心分離にかけ（25℃、13,000rpm、2min）、上清を廃棄
し、沈殿物のみを確保した。それに 70%エタノールを 250μL 静かに添加し、室温にて 1 分
間静置した。再び、上清を廃棄し TE Buffer を 100μL添加し、攪拌後、50℃の恒温槽で１時
間インキュベートした。その間、数回攪拌をおこなった。これを DNA 抽出のサンプルとし
た。DNA 量の確認にはナノドロップ（NANODROP LITE spectrophotometer Thermo Fisher 
Scientific K.K., Life Technologies Japan Ltd., Tokyo, Japan）を使用し、DNA 量を各サンプルで
２回確認した。その後、各 DNA サンプルの DNA 量の平均値を求めた。 
 
3. PCR（DNA の増幅） 
 各サンプルの DNA 量の平均値から 100ng 相当量（µL）を計算し、Sterile water 量を算出
した。Sterile water（Fill to 20µL）、25µM Primer（1µM）、DNA template（1000 ng of equivalance）、
DNA polymerase（10µL）の順番で PCR チューブ（0.2 mL）に入れ、PCR 機器（Biometra, 
Tersonal thermocycler, BM Equipment Co.,Ltd., Tokyo, Japan）にセットし、反応させた。反応条
件 は Table2-3 に 示 し た と お り で あ る 。 MTHFR C677T プ ラ イ マ ー は S; 5'-
TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3' お よ び MTHFR C677T Primer-AS; 5'-
32 
 
CCTCACCTGGATGGGAAAGATCC-3'、DNA ポリメラーゼは Premix Taq ™ Version 2.0 





































Table 2-3. The DNA amplification program 
 Temperature (℃) Time Cycles 
Initial denaturation 94℃ 5 min  
repeated for 
50 cycles 
Denaturation 94℃ 30 sec 
Annealing 60℃ 60 sec 
Extension 72℃ 60 sec 
Final extension 72℃ 60 sec  
Incubation 4℃ (forever) 
 
The procedure for amplifying DNA by the PCR method is shown. DNA was amplified at the 





























4. DNA 量確認 
 DNA 量の確認にはナノドロップを使用し、DNA 量を各サンプルで２回確認した。その後、
各 DNA サンプルの DNA 量の平均値を求めた。ここでは TE buffer ではなく、MilliQ を用い
た。 
 
5. DNA の切断（制限酵素反応） 
 1.5mL チューブに Sterile water（Full to 25µL）、DNA template （1000ng of equivalence）、
Buffer（2.5 µL）、Enzyme（HinfI; 0.1 µL New England Biolabs, USA）の順に入れた。スピンダ
ウン後、溶液を回収し、37℃で振盪しながら C677T を 2 時間インキュベートした。 
 
6. 電気泳動 
 C677T の SNP 型を分析するために、3%のアガロースゲルを作成した。Agarose 0.6g に対
し 1×TAE buffer 20mL、SYBR Green を 2μLで調整後に加熱処理し、完全に溶解させた。ゲ
ル溶解後、40℃程度に冷却し Nucleic Acid Gel を加え、色を均一になるまで混ぜた。その後、
ただちにゲルトレイに流し、遮光状態で 20~30分放置し、室温でゲルを固めた。ゲルが固ま
ったことを確認し、分子量マーカーを 5 µLをアプライした。各 PCR サンプル 10μLを 2μL
の Loading Buffer と懸濁し、そのうち 10μL をゲルにアプライした。電気泳動槽は遮光状態




2.2.9 HPLC 法による血漿 HCY の測定 
1. 血漿 HCY サンプル作成 
 25μLの血漿サンプルを 1.5mLチューブに移し、0.3M PBS（pH7.4）を 205μL、10µM NAC: 
Nacetyl-L-cysteine（Sigma-Aldrich Japan K.K., Tokyo, Japan）を 25μ 添加し攪拌した。次に、
60mM TCEP: Tris (2-carboxyethl) phosphine Hydrochloride （NACALAI TESQUE, INC., Kyoto, 
Japan）を 10µL 添加し、攪拌後、震盪器にて室温に 30 分放置した。この際、スタンダード
は遮光した。さらに、1mM EDTA-2Na（FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Osaka, Japan）
を含む 100g/L TAC: Trichloroacetic acid（FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Osaka, 
Japan）を 90µL添加し、攪拌後に遠心分離を実施した（20℃、13000 G、10min）。上清 90µL
をオートサンプラー用バイアルに移し、1.55M NaOH を 7.5µL添加後に再度攪拌した。これ
を HPLC 用分析サンプルとした。 
 
2. HCY 測定用移動相作成 
 MilliQ 1000mLに対し NaH2PO4を 12g 入れ攪拌した。2 倍に希釈した Phosphoric Acid を添
加し、pH2.5のリン酸溶液を作成した。その後、10 %Methanol 10mL、SOS: sodium dihydrogen 
35 
 
phosphate anhydrous（Kanto Chemical Co., Inc., Tokyo, Japan）170mg、EDTA-2Na 5mg を加え
た。気泡の発生を避けるためオーバーナイト後に使用した。 
 
3. HCY の標準試薬調製および HPLC 分析条件 
1）HCY 標準試薬の調製  
HCY の分析用スタンダードおよび 10µM NAC は Table2-4、Table2-5 に示すように調製し
作成した。作成後は遮光保存した。検量線には 0、1、3、15、30 µM を用いた。0.3 M PBS は
PBS を 3 mLと MilliQ を 7 mL合わせた。60 mM TCEP は TCEP を 0.0172 gとMilliQ を 1 mL
合わせた。100 g/L TCA（1 mM EDTA-2Na を含む）を 2.0 g、EDTA-2Na 0.0074 g をMilliQ で





























Table 2-4. Preparation of Standard samples 
Standard Tubes Concentrations DL-Homocysteine MilliQ (µL) 
#1 ＜10-1 M＞ 0.0135 g 1000 
#2 ＜10-2 M＞ 100 µL of Tube#1 900  
#3 ＜10-4 M＞ 10 µL of Tube#2 990  
#4 ＜30 µM＞ 300 µL of Tube#3 700  
#5 ＜15 µM＞ 400 µL of Tube#4 400  
#6 ＜3 µM＞ 200 µL of Tube#5 800  
#7 ＜1 µM＞ 250 µL of Tube#6 500  
Seven concentrations of tubes were prepared as standard reagents. 0.0135 g of homocysteine was 
weighed into standard tube # 1, 1000 µL of MilliQ was added, and then standard reagents of each 
concentration was diluted from the previous standard tube and prepared. 
 
 
Table 2-5. Preparation of 10 µL NAC 
Standard Tubes Concentrations NAC  MilliQ (µL) 
#1 ＜10-1 M＞ 0.0163 g 1000 
#2 ＜10-3 M＞ 10 µL of Tube#1 990  
#3 ＜10-4 M＞ 10 µL of Tube#2 990  
Three concentrations of tubes were prepared as standard reagents. 0.0163 g of NAC was weighed into 
standard tube # 1, 1000 µL of MilliQ was added, and then standard reagents of each concentration was 
















2）HPLC の HCY 分析条件 
血清サンプルは HPLC（JASCO Corporation, Tokyo, Japan）を用いて分析した。HPLC による
血漿 HCY 分析の条件を Table 2-6 に示した。また、クロマトグラム上の HCY のピークを



































Table 2-6. Conditions for plasma HCY analysis by HPLC 
Items Equipment, Reagents and conditions 
Pump EP-700（LIQUID CHROMATOGRAPH PUMP/Eicom） 
Auto sampler M-504（Eicom） 
Detector Eicom ECD-700 
Working electrode Eicom WE-AU 
Pre-column Eicom PC-04 4.0mmφ×5mm 
Column Eicom-3ODS（3.0 φ×150 mm） 
Column temperature 25 ℃ 
Buffer 99 % 0.1 M Sodium phosphate buffer（pH2.5）,1 % Methanol, 170 
mg/L Sodium Octansulfornate, 5 mg/L EDTA-2Na 
Flow rate 500 µL/min 





Figure 2-2. Separation of Homocysteine in Human Plasma by HPLC 
 
This is a chromatogram of a standard reagent used when HCY of human serum was analyzed by the 































2.2.10 HPLC 法による血漿 α-TP の測定 
1. 血漿 α-TP サンプル作成 
 血漿 100µLに 100％ Ethanol を 390µL、内部標準の 100µM dl-Tocol（Tama Biochemical Co., 
Ltd., Tokyo, Japan）を 10µL加え、遠心分離を（4℃、15.000 rpm、15min）した。遠心分離後
に上清を 1mL 容シリンジで採取し、0.2µm フィルターを通して新しい 1.5mL チューブに移
した。沈殿物は廃棄した。その後、チューブ内が半量（約 250µL）になるまで、濃縮遠心機
にて揮発させた。その後 HPLC 用バイアルに 100µL 分注し、アルゴン置換した。それを血
漿 α-TP サンプルとした。 
 
2. α-TP 測定用移動相の作成 





  α-TP 分析用スタンダードは Table2-7 a), b) に示すように検量線に 0、10、20、30、40、




































100µMα,β,γ,δ-Tocopherol  Mixed liquid and Internal standard preparation 
Step Procedure Standard reagent Internal Standard 
  α-Tocopherol β-Tocopherol γ-Tocopherol δ-Tocopherol Tocol 
1 Weighed out 5.00mg 4.20mg 4.20mg 4.00mg 4.00mg 
2 Add 100% Ethanol 1000µL to each tocopherol and tocol in each tube. 
3 Agitation 
(concentration/Volume) 
(10mM /1000µL) (10mM /1000µL) (10mM /1000µL) (10mM /1000µL) (10mM /1000µL) 
4 dispensing 200µL 200µL 200µL 200µL 100µL 
5 Mix each 200µL tocopherol and add 200µL of 100% methanol in a new 1.5 mL tube Add 100% Ethanol 900mL 
in a new 1.5 mL tube 
6 Agitation 
(concentration/Volume) 
α,β,γ,δ-Tocopherol  Mixed liquid (2mM/1000µL) (1mM/1000µL) 
7 Dispensing 100µL to new 1.5mL tube 100µL to new 1.5mL tube 
8 Add 100% Ethanol 900µL to each tocopherol and tocol in each step #7 tube 
9 Agitation 
(concentration/Volume) 
α,β,γ,δ-Tocopherol  Mixed liquid (200µL/1000µL) (100µM/1000µL) 
10 Dispensing 500µL to new 1.5mL tube  
11 Add 100% Ethanol 500µL to step #10 tube  
12 Agitation 
(concentration/Volume) 
α,β,γ,δ-Tocopherol  Mixed liquid (100µM/1000µL)  



















0, 10, 20, 30, 40, 50, 100 µM Standard samples  
Step Procedure 
Standard concentrations 




from a) #12 to 















2 Add 100% 
Ethanol 
 
900µL 400µL 350µL 300µL 200µL 
 
3 Agitation   (10µM/500µL) (20µM/500µL) (30µM/500µL) (40µM/500µL) (50µM/500µL)  
4 Dispensing 
from b) #3 to 
each new tube 
 
100µL 100µL 100µL 100µL 100µL 
Dispensing 
100µL from 
a)#12 to a new 
tube 
5 Add 10µL from 100µM Tocol (#9) to each standard concentration tube (#16) 
6 Add 100% 
Ethanol 
490µL 390µL 390µL 390µL 390µL 390µL 390µL 
7 Agitation 
8 Concentrate to about half (Tomy, Micro Vac TM MV-100, Tomy medico co., LID. Tokyo, Japan) 
9 Dispense 100µL into a vial for HPCL. 







2）HPLC の α-TP 分析条件 
血清サンプルは HPLC (JASCO Corporation, Tokyo, Japan)を用いて分析した。HPLC による




































   Table 2-8. Conditions for plasma α-TP analysis by HPLC 
Items Equipment, Reagents and conditions 
Pump EP-700（LIQUID CHROMATOGRAPH PUMP/Eicom） 
Auto sampler AS-4050（Jasco） 
Detector FP-2025 Plus Intelligent Fluorescence Detector （Jasco） 
Pre-column Eicom PC-04 4.0mmφ×5mm 
Column COSMOSIL Packed column 5PFP 4.6mm I.D.×250 mm 
Column temperature 40 ℃ 
Wave length EX 292 nm/EM 325 nm 
Buffer Methanol：MilliQ（v/v）＝9：1 
Flow rate 700 µL/min 






















Figure 2-3. Separation of Vitamin E (α-tocopherol) in Human Plasma by HPLC 
 
 
This is a chromatogram of a standard reagent used when tocopherols of human serum was analyzed 
by the HPLC method. The tocol appears around 12 minutes, delta-tocopherol appears around14 
minutes, beta-tocopherol appears around 16 minutes, gamma-tocopherol appears 18minutes and 














































































2.2.11 葉酸（ELISA 法） 
 血漿葉酸濃度の分析には、葉酸定量測定のための競合 ELISA キット Folic Acid ELISA Kit
（Cell Biolabs, Inc, San Diego, USA）を用いた。操作手順はこのキットで指示されたとおりに














第 3節 結果 
2.3.1 被験者の C677T 多型の状態と身体的特徴 
健康な 17 名の被験者のうち、11 名が C677T 多型を示し、本研究での解析のために募集
した。これら 11名の被験者の年齢は 19歳から 21歳であり、平均競技歴は 7.5 年であった。




BDHQ の結果は、摂取エネルギー：2,145 ± 572kcal、PFC 比率は、タンパク質：18.6 ± 2.4％、
脂質：28.5 ± 6.0％、炭水化物：52.1 ± 7.6%、V.B2：0.9 ± 0.2 mg/1000kcal、V.B6：1.0 ± 0.2 
mg/1000kcal、V.B12：9.1 ± 2.5μg/1000kcal、Folic acid：252 ± 78μg/1000kcal、V.C：95 ± 38 
mg/1000kcal、V.A：825 ± 310μgRAE/1000kcal、V.E：5.2 ± 1.4 mg/1000kcal であった。いずれ
の栄養素も日本人の食事摂取基準 2020 年版の推奨量の数値を満たしていた[32]。エネルギ








Table 2-9. Dietary energy and nutrient intake of female athletes 
Calculated values (Mean ± S.D.) DRIs  
Energy kcal 2,145 ± 572    
Protein 
(%) 
18.6 ± 2.4 13~20% PFC 
energy 
ratio 
Lipid 28.5 ± 6.0 20~30% 
Carbo 52.1 ± 7.6 50~65% 
V.B2 
mg/1000kcal 
0.9 ± 0.2 0.6 RDA 
V.B6 1.0 ± 0.2 0.55 RDA 
V.B12 
μg/1000kcal 
9.1 ± 2.5 1.2 RDA 
Folic acid 252 ± 78 120 RDA 
V.C mg/1000kcal 95 ± 38 50 RDA 
V.A μgRAE/1000kcal 825 ± 310 325 RDA 
V.E mg/1000kcal 5.2 ± 1.4 2.5 RDA 
 
Dietary protein, fat, and carbohydrates intakes were shown by the PFC Energy ratio. V.B2 and V.E are 























2.3.3 血清 V.B2濃度 
V.B2+α-TP 期、V.B2期、α-TP 期では、摂取前と比較して摂取後の血清 V.B2濃度が有意に
上昇した(before versus after supplementation [µg/dL]: V.B2+α-TP period, 20.3 ± 3.4 versus 24.0 ± 
2.6, p < 0.01; V.B2 period, 17.4 ± 4.1 versus 22.4 ± 2.4, p < 0.001; α-TP period, 23.5 ± 4.5 versus 19.5 
± 2.5 p < 0.05)（Table 2-10）。 
 
 
2.3.4 血漿中 α-TP 濃度 
V.B2+α-TP 期、V.B2期、α-TP 期では、摂取前と比較して摂取後の血漿中 α-TP 濃度が有意
に上昇した(before versus after supplementation [µg/mL]: V.B2+α-TP period: 18.1 ± 3.1 versus 20.7 
± 1.5, p < 0.05; V.B2 period: 25.2 ± 4.4 versus 20.6 ± 3.9, p < 0.001; α-TP period: 19.5 ± 4.1 versus 






























Values represent the mean ± standard deviation of fasting blood samples, taken in 14 days each, before and after vitamin supplementation. Number of asterisks 
in a row indicate the significant difference between the pre- and post-supplementation data, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. Reference ranges for blood 
tests are serum V. B2: 12.8-27.6 µg/dL, plasma α-TP: 17.4-32.7 μmol/L, plasma folic acid: 3.6-12.9 ng/mL. All blood data were within the reference ranges. 
One of the plasma folic acid data in the α-TP period was hemolyzed, so it was excluded from the data and is not shown in the table. 
(n= 11) 
V.B2+α-TP supplementation V.B2 supplementation α-TP supplementation 
Pre Post Pre Post Pre Post 
Serum V. B2 (µg/dL) 20.3 ± 3.4 24.0 ± 2.6** 17.4 ± 4.1 22.4 ± 2.4*** 23.5 ± 4.5 19.5 ± 2.5* 
Plasma α-TP (µmol/L)  18.1 ± 3.1 20.7 ± 1.5* 25.2 ± 4.4 20.6 ± 3.9*** 19.5 ± 4.1 23.6 ± 4.0* 
Plasma folic acid (ng/mL) 9.5 ± 5.0 10.7 ± 3.7 8.0 ± 4.1 6.8 ± 3.8 7.7 ± 4.7 7.2 ± 4.2 
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2.3.6 血漿中 HCY 濃度 
血漿中 HCY 濃度は全期で有意に低下した(before versus after supplementation [µmol/L]: V.B2＋α-
TP period: 6.4 ± 1.0 versus 4.2 ± 1.1, p < 0.001; V.B2 period: 10.1 ± 0.7 versus 8.1 ± 1.0, p < 0.001; α-TP 
period: 8.7 ± 1.1 versus 7.7 ± 1.2, p < 0.05; Table 2-11.)。さらに、V.B2＋α-TP 期と α-TP 期の血漿 HCY
濃度の低下量を比較したところ、V.B2＋α-TP 期と α-TP 期の間で有意な血漿 HCY 濃度の低下が認



































Table 2-11. Plasma HCY concentrations before and after V.B2 and/or α-TP supplementation 
(n= 11) 
V.B2＋α-TP supplementation V.B2 supplementation α-TP supplementation 
Pre Post Pre Post Pre Post 
Plasma HCY (µmol/L) 6.4 ± 1.0 4.2 ± 1.1*** 10.1 ± 0.7 8.1 ± 1.0*** 8.7 ± 1.1 7.7 ± 1.2* 
Values represent the mean ± standard deviation of fasting blood samples, taken 14 days each vitamin before 
and after vitamin supplementation. Number of asterisks in a row indicate significantly different from the 






















Figure 2-4. Comparison of reduction of plasma HCY concentration after V.B2 and/or α-TP supplementation 
There was a significant difference between the V. B2+α-TP period and the α-TP period. The lowest plasma 







































 V.B2 + V.E         V.B2               V.E
*
V.B2+α-TP      V.B2       α-TP 
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第 4節 考察 
本研究は、疲労骨折関連因子である HCY の上昇に関連する C677T の一塩基多型を有する女子
陸上長距離選手を対象とした。本研究では、V.B2と抗酸化物質 α-TP の補給が HCY の血漿レベル
に及ぼす効果を報告している。本研究の結果は、V.B2と α-TP の投与が、血漿 HCY のレベルを減
少させ、FAT 障害の一つである疲労骨折を予防する可能性があることを示した。したがって、V.B2







とが重要である。本研究は、V.B2と α-TP による血中 HCY 濃度低下効果を評価することを目的と
したもので、14 日間の各ビタミン摂取後、すべての期間において血漿 HCY 濃度が有意に低下し
た。特に各期間の中で V.B2+α-TP 期の血漿 HCY 濃度に最大の低下が認められた。血中 HCY 濃度
は HCY 代謝に関与する酵素の活性に影響されることや、HCY 代謝に関与する V.B6、V.B12、葉酸
を摂取することで血中HCY濃度が低下することが示されている[36-38]。特に葉酸は FAD（MTHFR




と α-TP は血漿 HCY 濃度を有意に低下させた。 
FAD の前駆体である V.B2は、血漿 HCY 値に影響を与えることが報告されている[43, 44]。Moat
らは、葉酸と V.B2の摂取が血中 HCY 値を低下させ、V.B2の低値が血中 HCY 値の上昇と関連し
ていることを報告している[45]。別の研究では、葉酸のステータスが低く、MTHFR T677T 遺伝子
型を持つ参加者に限定されている場合でも、V.B2 の補給は HCY 値の低下につながったと報告さ
れている[46]。本研究では、V.B2の投与が MTHFR C677T の血漿 HCY 濃度を低下させる可能性が
あると推測し、28mg/d の V.B2を 14 日間継続投与した結果、MTHFR の触媒活性が活性化したこ







細胞内酸化ストレスを軽減させ、血中 HCY 濃度を低下させることが示唆されている[19, 21, 47]。
本研究では、α-TP が血漿 HCY 濃度を低下させることを見出した。メタ解析に含まれる V.E 補給
研究を対象に実施されたサブグループ解析では血漿 V.E 濃度が 20μmol/L 以下の群に V.E を投与
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にもかかわらず、血漿 V.E 濃度が補給前の不均一性の境界線である 20uM 未満であったケースも
あった。これらの結果から、1 日の食事摂取量の範囲内では、女性アスリートの場合、日々の食
事から十分量の V.E を摂取することが難しい可能性があることが示唆された。したがって、1 日
の食事に 60mg の α-TP を追加で摂取することで、月間 400km の走行距離で運動を行っている女




本研究では、MTHFR 遺伝子の C677T に CT および TT 型を有する女子陸上長距離競技選手を
対象に、V.B2と α-TP の補給が血中 HCY 濃度に及ぼす影響を評価した。その結果、V.B2（28mg/d）
と α-TP（60mg/d）を単独または併用で 14 日間摂取すると、すべての期間において血漿 HCY 濃度
が有意に低下した。また、V.B2+α-TP 期では、α-TP 期と比較して血漿中 HCY 濃度が最大かつ有
意に低下した。V.B2は MTHFR の触媒活性を活性化し、α-TP は葉酸の抗酸化を促進しメチオニン
代謝を促進させたことで、血漿 HCY 濃度が低下したと結論づけた。したがって本研究は女子陸
上競技長距離選手に V.B2と α-TP を補給することで疲労骨折を予防できる可能性を示した。本研
究の限界点は、C677T の TT 型保有者が少ないため、CT 型および TT 型の比較検討が実施できな







めている「普通体重 BMI 18.5 以上 25 未満」よりも低い値となった。今後は BMIと HCY レベル
との関係も精査することが求められる。本研究では、女子陸上長距離選手の疲労骨折予防に対し、
これまであまり注目されていない V.B2と α-TP の併用摂取という新しい手法を提案することがで







[1] The female athlete triad. Med Sci Sports Exerc. 2007;39:1867-1882 doi: 
10.1249/mss.0b013e318149f111. 
[2] Hame SL, LaFemina JM, McAllister DR, Schaadt GW, Dorey FJ. Fractures in the collegiate athlete. 
Am J Sports Med. 2004;32:446-451 doi: 10.1177/0363546503261708. 
[3] Saito M, Fujii K, Marumo K. Degree of Mineralization-related Collagen Crosslinking in the 
Femoral Neck Cancellous Bone in Cases of Hip Fracture and Controls. Calcif Tissue Int. 2006;79:160-
168 doi: 10.1007/s00223-006-0035-1. 
[4] Blouin S, Thaler HW, Korninger C, Schmid R, Hofstaetter JG, Zoehrer R, et al. Bone matrix quality 
and plasma homocysteine levels. Bone. 2009;44:959-964 doi: 10.1016/j.bone.2008.12.023. 
[5] McLean RR, Hannan MT. B vitamins, homocysteine, and bone disease: epidemiology and 
pathophysiology. Curr Osteoporos Rep. 2007;5:112-119 doi: 10.1007/s11914-007-0026-9. 
[6] Saito M, Marumo K. Collagen cross-links as a determinant of bone quality: a possible explanation 
for bone fragility in aging, osteoporosis, and diabetes mellitus. Osteoporos Int. 2010;21:195-214 doi: 
10.1007/s00198-009-1066-z. 
[7] Saito M, Marumo K, Soshi S, Kida Y, Ushiku C, Shinohara A. Raloxifene ameliorates detrimental 
enzymatic and nonenzymatic collagen cross-links and bone strength in rabbits with 
hyperhomocysteinemia. Osteoporos Int. 2010;21:655-666 doi: 10.1007/s00198-009-0980-4. 
[8] Manolagas SC. From estrogen-centric to aging and oxidative stress: a revised perspective of the 
pathogenesis of osteoporosis. Endocr Rev. 2010;31:266-300 doi: 10.1210/er.2009-0024. 
[9] Frosst P, Blom HJ, Milos R, Goyette P, Sheppard CA, Matthews RG, et al. A candidate genetic risk 
factor for vascular disease: a common mutation in methylenetetrahydrofolate reductase. Nat Genet. 
1995;10:111-113 doi: 10.1038/ng0595-111. 
[10] Rozen R. Genetic predisposition to hyperhomocysteinemia: deficiency of 
methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR). Thromb Haemost. 1997;78:523-526 doi. 
[11] Boushey CJ, Beresford SA, Omenn GS, Motulsky AG. A quantitative assessment of plasma 
homocysteine as a risk factor for vascular disease. Probable benefits of increasing folic acid intakes. 
JAMA. 1995;274:1049-1057 doi: 10.1001/jama.1995.03530130055028. 
[12] Morita H, Taguchi J-i, Kurihara H, Kitaoka M, Kaneda H, Kurihara Y, et al. Genetic 
Polymorphism of 5,10-Methylenetetrahydrofolate Reductase (MTHFR) as a Risk Factor for Coronary 
Artery Disease. Circulation. 1997;95:2032-2036 doi: doi:10.1161/01.CIR.95.8.2032. 
[13] Nishio H, Lee MJ, Fujii M, Kario K, Kayaba K, Shimada K, et al. A common mutation in 
methylenetetrahydrofolate reductase gene among the Japanese population. Jpn J Hum Genet. 
1996;41:247-251 doi: 10.1007/BF01875985. 
[14] Yasui K, Kowa H, Nakaso K, Takeshima T, Nakashima K. Plasma homocysteine and MTHFR 




[15] Shiraki M, Urano T, Kuroda T, Saito M, Tanaka S, Miyao-Koshizuka M, et al. The synergistic 
effect of bone mineral density and methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) polymorphism 
(C677T) on fractures. J Bone Miner Metab. 2008;26:595-602 doi: 10.1007/s00774-008-0878-9. 
[16] Yang J, Hu X, Zhang Q, Cao H, Wang J, Liu B. Homocysteine level and risk of fracture: A meta-
analysis and systematic review. Bone. 2012;51:376-382 doi: 10.1016/j.bone.2012.05.024. 
[17] Hustad S, Ueland PM, Vollset SE, Zhang Y, Bjorke-Monsen AL, Schneede J. Riboflavin as a 
determinant of plasma total homocysteine: Effect modification by the methylenetetrahydrofolate 
reductase C677T polymorphism. Clin Chem. 2000;46:1065-1071 doi. 
[18] McKinley MC, McNulty H, McPartlin J, Strain JJ, Scott JM. Effect of riboflavin supplementation 
on plasma homocysteine in elderly people with low riboflavin status. Eur J Clin Nutr. 2002;56:850-
856 doi: 10.1038/sj.ejcn.1601402. 
[19] Cafolla A, Dragoni F, Girelli G, Tosti ME, Costante A, De Luca AM, et al. Effect of folic acid 
and vitamin C supplementation on folate status and homocysteine level: a randomised controlled trial 
in Italian smoker-blood donors. Atherosclerosis. 2002;163:105-111 doi: 10.1016/s0021-
9150(01)00745-6. 
[20] Lucock M, Yates Z, Boyd L, Naylor C, Choi JH, Ng X, et al. Vitamin C-related nutrient-nutrient 
and nutrient-gene interactions that modify folate status. Eur J Nutr. 2013;52:569-582 doi: 
10.1007/s00394-012-0359-8. 
[21] Bunout D, Garrido A, Suazo M, Kauffman R, Venegas P, de la Maza P, et al. Effects of 
supplementation with folic acid and antioxidant vitamins on homocysteine levels and LDL oxidation 
in coronary patients. Nutrition. 2000;16:107-110 doi: Doi 10.1016/S0899-9007(99)00248-8. 
[22] Breilmann J, Pons-Kuhnemann J, Brunner C, Richter M, Neuhauser-Berthold M. Effect of 
Antioxidant Vitamins on the Plasma Homocysteine Level in a Free-Living Elderly Population. Ann 
Nutr Metab. 2011;57:177-182 doi: 10.1159/000321538. 
[23] Miki SEKINE KK, Keiko MATSUYA, Ryosuke SUGAHARA, Yuichi MIYAKOSHI, Tomohiro 
YANO, Masako OTA. Screening Parameters to Evaluate Risk for Stress Fracture in Female Long-
Distance Runners. Clinical and functional nutriology. 2015;7:42-46 doi. 
[24] Ministry of Health LaWM. Dietary Reference Intakes for Japanese (2015): DAI-ICHI SHUPPAN 
Co.Ltd.; 2015. 
[25] Zempleni J, Galloway JR, McCormick DB. Pharmacokinetics of orally and intravenously 
administered riboflavin in healthy humans. The American Journal of Clinical Nutrition. 1996;63:54-
66 doi: 10.1093/ajcn/63.1.54. 
[26] Heinonen OP, Koss L, Albanes D, Taylor PR, Hartman AM, Edwards BK, et al. Prostate Cancer 
and Supplementation With α-Tocopherol and β-Carotene: Incidence and Mortality in a Controlled Trial. 
JNCI: Journal of the National Cancer Institute. 1998;90:440-446 doi: 10.1093/jnci/90.6.440. 
56 
 
[27] Mabile L, Bruckdorfer KR, Rice-Evans C. Moderate supplementation with natural α-tocopherol 
decreases platelet aggregation and low-density lipoprotein oxidation. Atherosclerosis. 1999;147:177-
185 doi: https://doi.org/10.1016/S0021-9150(99)00169-0. 
[28] 糸川 嘉, 竹内 亨, 西野 幸, 松岡 昌, 大塚 紘. ビタミン製剤経口投与時のビタミン
B_1及び B_2 の血中濃度・尿中排泄. ビタミン. 1989;63:503-511 doi: 10.20632/vso.63.10_503. 
[29] 下村 昌, 宮本 裕. ヒトにおける酢酸d-α-トコフェロールの乳化粉末の生物学的利用率
の検討. ビタミン. 2008;82:441-447 doi: 10.20632/vso.82.8_441. 
[30] Kobayashi S, Murakami K, Sasaki S, Okubo H, Hirota N, Notsu A, et al. Comparison of relative 
validity of food group intakes estimated by comprehensive and brief-type self-administered diet 
history questionnaires against 16 d dietary records in Japanese adults. Public Health Nutr. 
2011;14:1200-1211 doi: 10.1017/s1368980011000504. 
[31] Kobayashi S, Honda S, Murakami K, Sasaki S, Okubo H, Hirota N, et al. Both comprehensive 
and brief self-administered diet history questionnaires satisfactorily rank nutrient intakes in Japanese 
adults. J Epidemiol. 2012;22:151-159 doi: 10.2188/jea.je20110075. 
[32] Ministry of Health LaW. Dietary Reference Intakes for Japanese (2020): DAI-ICHI SHUPPAN 
Co.Ltd.; 2020. 
[33] Matzkin E, Curry EJ, Whitlock K. Female Athlete Triad: Past, Present, and Future. J Am Acad 
Orthop Surg. 2015;23:424-432 doi: 10.5435/Jaaos-D-14-00168. 
[34] Packer L. Oxidants, antioxidant nutrients and the athlete. J Sports Sci. 1997;15:353-363 doi: 
10.1080/026404197367362. 
[35] Herrmann M, Widmann T, Colaianni G, Colucci S, Zallone A, Herrmann W. Increased Osteoclast 
Activity in the Presence of Increased Homocysteine Concentrations. Clin Chem. 2005;51:2348-2353 
doi: 10.1373/clinchem.2005.053363. 
[36] Mashavi M, Hanah R, Boaz M, Gavish D, Matas Z, Fux A, et al. Effect of homocysteine-lowering 
therapy on arterial elasticity and metabolic parameters in metformin-treated diabetic patients. 
Atherosclerosis. 2008;199:362-367 doi: 10.1016/j.atherosclerosis.2007.11.037. 
[37] Lonn E, Yusuf S, Arnold MJ, Sheridan P, Pogue J, Micks M, et al. Homocysteine lowering with 
folic acid and B vitamins in vascular disease. N Engl J Med. 2006;354:1567-1577 doi: 
10.1056/NEJMoa060900. 
[38] Collaboration HLT. Lowering blood homocysteine with folic acid based supplements: meta-
analysis of randomised trials. Homocysteine Lowering Trialists' Collaboration. BMJ (Clinical research 
ed). 1998;316:894-898 doi. 
[39] Guenther BD, Sheppard CA, Tran P, Rozen R, Matthews RG, Ludwig ML. The structure and 
properties of methylenetetrahydrofolate reductase from Escherichia coli suggest how folate 
ameliorates human hyperhomocysteinemia. Nat Struct Biol. 1999;6:359-365 doi: 10.1038/7594. 
[40] Ma J, Stampfer MJ, Hennekens CH, Frosst P, Selhub J, Horsford J, et al. 
57 
 
Methylenetetrahydrofolate Reductase Polymorphism, Plasma Folate, Homocysteine, and Risk of 
Myocardial Infarction in US Physicians. Circulation. 1996;94:2410-2416 doi: 
doi:10.1161/01.CIR.94.10.2410. 
[41] Yang QH, Botto LD, Gallagher M, Friedman JM, Sanders CL, Koontz D, et al. Prevalence and 
effects of gene-gene and gene-nutrient interactions on serum folate and serum total homocysteine 
concentrations in the United States: findings from the third National Health and Nutrition Examination 
Survey DNA Bank. Am J Clin Nutr. 2008;88:232-246 doi: 10.1093/ajcn/88.1.232. 
[42] Holmes MV, Newcombe P, Hubacek JA, Sofat R, Ricketts SL, Cooper J, et al. Effect modification 
by population dietary folate on the association between MTHFR genotype, homocysteine, and stroke 
risk: a meta-analysis of genetic studies and randomised trials. Lancet. 2011;378:584-594 doi: 
10.1016/s0140-6736(11)60872-6. 
[43] Jacques PF, Bostom AG, Wilson PW, Rich S, Rosenberg IH, Selhub J. Determinants of plasma 
total homocysteine concentration in the Framingham Offspring cohort. The American Journal of 
Clinical Nutrition. 2001;73:613-621 doi: 10.1093/ajcn/73.3.613. 
[44] Lakshmi R, Lakshmi AV, Bamji MS. Mechanism of impaired skin collagen maturity in riboflavin 
or pyridoxine deficiency. J Biosci. 1990;15:289-295 doi: 10.1007/BF02702670. 
[45] Boehnke C, Reuter U, Flach U, Schuh-Hofer S, Einhäupl KM, Arnold G. High-dose riboflavin 
treatment is efficacious in migraine prophylaxis: an open study in a tertiary care centre. Eur J Neurol. 
2004;11:475-477 doi: 10.1111/j.1468-1331.2004.00813.x. 
[46] McNulty H, Dowey LRC, Strain JJ, Dunne A, Ward M, Molloy AM, et al. Riboflavin Lowers 
Homocysteine in Individuals Homozygous for the MTHFR 677C→T Polymorphism. Circulation. 
2006;113:74-80 doi: doi:10.1161/CIRCULATIONAHA.105.580332. 
[47] Magana AA, Reed RL, Koluda R, Miranda CL, Maier CS, Stevens JF. Vitamin C Activates the 
Folate-Mediated One-Carbon Cycle in C2C12 Myoblasts. Antioxidants (Basel). 2020;9:217 doi: 
10.3390/antiox9030217. 
[48] Ashor AW, Siervo M, Lara J, Oggioni C, Afshar S, Mathers JC. Effect of vitamin C and vitamin 
E supplementation on endothelial function: a systematic review and meta-analysis of randomised 
controlled trials. Br J Nutr. 2015;113:1182-1194 doi: 10.1017/s0007114515000227. 
[49] Meydani M, Evans WJ, Handelman G, Biddle L, Fielding RA, Meydani SN, et al. Protective 
effect of vitamin E on exercise-induced oxidative damage in young and older adults. Am J Physiol. 
1993;264:R992-998 doi: 10.1152/ajpregu.1993.264.5.R992. 
[50] Sacheck JM, Milbury PE, Cannon JG, Roubenoff R, Blumberg JB. Effect of vitamin E and 
eccentric exercise on selected biomarkers of oxidative stress in young and elderly men. Free Radic 
Biol Med. 2003;34:1575-1588 doi: 10.1016/s0891-5849(03)00187-4. 
[51] Elhadd TA, Neary R, Abdu TA, Kennedy G, Hill A, McLaren M, et al. Influence of the hormonal 
changes during the normal menstrual cycle in healthy young women on soluble adhesion molecules, 
58 
 
plasma homocysteine, free radical markers and lipoprotein fractions. Int Angiol. 2003;22:222-228 doi. 
[52] Michels KA, Wactawski-Wende J, Mills JL, Schliep KC, Gaskins AJ, Yeung EH, et al. Folate, 
homocysteine and the ovarian cycle among healthy regularly menstruating women. Hum Reprod. 
2017;32:1743-1750 doi: 10.1093/humrep/dex233. 
[53] 鈴木 な, 相澤 勝, 銘苅 瑛, 朱 美, 村井 文, 向井 直, et al. 月経周期におけるー過性

























用を持つ α-TP 摂取は HCY の酸化を防ぎ、動脈硬化や骨粗鬆症を予防し、日本人の死因の
上位である心疾患や脳血管疾患を防ぐことに繋がる。この抗酸化作用について V.E の同族
体のうち TP よりトコトリエノール（T3）のほうが強く[17]、40 から 60 倍も強力な抗酸化
活性があるといわれている[18]。さらに TRF（α-, β-, γ-, δ-T3 の混合）は、コレステロール合
成酵素の 3-ヒドロキシ 3-メチルグルタリル補酵素（HMG-CoA）還元酵素を抑制し、体内の
コレステロール産生を阻害することが多数報告されている[19-22]。その中でも、特に δ-T3




γ-および δ-T3 の経口での絶対的バイオアベイラビリティはそれぞれ 27.7%、9.1%、8.5%と
低く、一貫性がないことが報告されている[26]。これまでに、高血圧患者に δ-T3 を 125 か
ら 750mg/d のレベルで 4週間摂取した場合の、炎症性マーカー変化に関する報告や[27]、健
康なヒトに対する δ-T3 摂取による 10 時間後までの経時的血中 δ-T3 動態の報告[28]、一日
当たり 1600mg の δ-T3 を 2 週間にわたり摂取した場合の安全性を証明した報告がある[29]。
60 
 
しかし、健康なヒトが連続的に δ-T3 を摂取した場合の具体的な血中δ-T3 濃度を示した報
告はほとんどない。 
動脈硬化や骨粗鬆症など、壮年期以降に発症することの多い疾患は、若年期からの予防が













































にて得た上で実施した。実験期間は 2020 年 1 月から 10 月までの９か月で、ビタミン摂取




参加者は 21 名で、すべての実験期間に参加した被験者は男性 6 名、女性 4 名の計 10 名
であった。サンプルサイズは α＝0.05、検出力＝0.8、効果量は過去の報告の数値から[30, 31]

































































A M 21 174.4 63.6 20.9 
B M 23 174.8 66.9 21.9 
C M 28 175.2 56.4 18.4 
D M 25 175.8 63.3 20.5 
E M 25 180.4 73.4 22.6 
F M 20 166.3 54.8 19.8 
G M 19 168.7 53.5 18.8 
H M 23 168.7 68.7 24.1 
I M 23 176.0 70.7 22.8 
J M 23 164.6 52.3 19.3 
K M 22 174.2 61.2 20.2 









L F 22 163.3 53.3 20.0 
M F 22 160.3 48.8 18.4 
N F 29 160.4 46.9 18.2 
O F 20 155.6 48.5 20.0 
P F 23 151.7 44.9 19.5 
Q F 22 156.3 50.2 20.5 
R F 22 163.2 54.9 20.6 
S F 25 161.5 53.0 20.3 
T F 22 166.4 60.4 21.8 
U F 21 158.0 50.3 20.1 





実験期間のうち、コントロール期 （C 期）・α-TP 摂取期（α-TP 期）・δ-T3 摂取期（δ-T3
期）をそれぞれ 14日間とし、その前後に採血を実施した。排尿排泄後、身体計測を実施し
た。身体計測、採血は東洋大学 板倉キャンパス内で実施した。C 期および α-TP、δ-T3 期の

































Figure 3-1. Experiment protocol  Subjects were randomly divided into 3 groups. The experimental 
period was divided into three periods, Steps 1 to 3, a Control period, an α-TP intake period, and a δ-
T3 intake period, respectively. Early morning fasting blood was collected in the early morning of the 
first day of each period and in the early morning of the following day of the last day (CB: Collecting 


































 ビタミン摂取期間に被験者に摂取してもらうサプリメントは一日当たり α-TP: 268mg/d
（Allergy Reseach Group, Vitamin E［d-alpha-tocopherol acid succinicinate］）、δ-T3: 250mg/d 
（Allergy Research Group, Delta-Fraction Tocotrienols; Tocotrienols ［as DeltaGOLDR containing 




























 試料を採取する採血管は生化学管と EDTA-２K 管を用意した。事前に採血管には ID を記
し試料に混合がないようにした。一回の採血量は 20mL/人以下とした。通常の健康診断およ
び献血量から鑑みて、採血量は少量であり適切量である。採血後に静置した採血管を遠心機
（As one Hsiang Tai Centrifuge、アズワン株式会社、大阪、日本）で 3000rpm・10 分間遠心分
離し、血漿および血球、血清および血球に分離した。採血当日中に、学内で分析する血漿・





 C 期、α-TP 期、δ-T3 期の食事記録を自記式食事歴法質問票（BDHQ：brief-type self-














（酵素法-直接法）、LDL（酵素法-直接法）、NTx（EIA 法）、total P1NP（ELISA 法）は株式
会社 LSI メディエンスに業務委託し、分析測定した。α-TP、δ-T3、HCY はそれぞれ学内に




3.2.8 HPLC 法による血漿 α-TP、δ-T3 の測定 
1. 血漿 α-TP、δ-T3 サンプル作成 
 血漿 100µLに 100％ Ethanol を 390µL、内部標準の 100µM dl-トコール 100mg（Tocol タ
マ生化学株式会社、東京、日本）を 10µL加え、遠心分離（4℃、15.000 rpm、15min）した。




濃縮遠心機にて揮発させた。その後 HPLC 用バイアルに 100µL分注し、アルゴン置換した。
それを血漿 V.E サンプルとした。 
 
2. α-TP、δ-T3 測定用移動相の作成 
 HPLC 用 Methanolと MilliQ にて 90% Methanol を作成し、移動相とした。 
 
3. 標準試薬調製および HPLC 分析条件 
1） α-TP、δ-T3 標準試薬の調製 
標準試薬にはビタミン E 定量用標準試薬（三菱ケミカルフーズ株式会社、東京、日本）
の、d-α-トコフェロール 250mg、d-δ-トコトリエノール 100mg（タマ生化学株式会社、東京、
日本）、dl-トコール 100mg を用いた。α-TP、δ-T3 分析用スタンダードは Table 2-7 示すよう
に 0、10、20、30、40、50、100µM の 7 種類に調製し検量線に用いた。標準試薬の調製を







































100µM α-Tocopherol and δ-Tocotrienol Mixed liquid and Internal standard preparation 
Step Procedure Standard reagent Internal Standard 
  α-Tocopherol δ-Tocotrienol Tocol 
1 Weighed out 5.00mg 4.00mg 4.00mg 
2 Add 100% Ethanol 1000µL to each tocopherol and tocol in each tube. 
3 Agitation 
(concentration/Volume) 
(10mM /1000µL) (10mM /1000µL) (10mM /1000µL) 
4 dispensing 200µL 200µL 100µL 
5 Mix each 200µLα-tocopherol and δ-tocotrienol add 600µL of 100% methanol  
in a new 1.5 mL tube 
Add 100% Ethanol 900mL in 
a new 1.5 mL tube 
6 Agitation 
(concentration/Volume) 
α -Tocopherol and δ-Tocotrienol Mixed liquid (2mM/1000µL) (1mM/1000µL) 
7 Dispensing 100µL to new 1.5mL tube 100µL to new 1.5mL tube 
8 Add 100% Ethanol 900µL to each tocopherol and tocol in each step #7 tube 
9 Agitation 
(concentration/Volume) 
α -Tocopherol and δ-Tocotrienol Mixed liquid Mixed liquid (200µL/1000µL) (100µM/1000µL) 
10 Dispensing 500µL to new 1.5mL tube  
11 Add 100% Ethanol 500µL to step #10 tube  
12 Agitation 
(concentration/Volume) 
α, β, γ, δ-Tocopherol Mixed liquid (100µM/1000µL)  
13 Complete   
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 0, 10, 20, 30, 40, 50, 100 µM Standard samples  
Step Procedure 
Standard concentrations 
Std_0µM Std_10µM Std_20µM Std_30µM Std_40µM Std_50µM Std_100µM 
1 
Dispensing from 











900µL 400µL 350µL 300µL 200µL 
 
3 Agitation  (10µM/500µL) (20µM/500µL) (30µM/500µL) (40µM/500µL) (50µM/500µL)  
4 
Dispensing from 
b)#3 to each new 
tube 
 100µL 100µL 100µL 100µL 100µL 
Dispensing 
100µL from 
a)#12 to a new 
tube 




490µL 390µL 390µL 390µL 390µL 390µL 390µL 
7 Agitation 
8 Concentrate to about half by centrifugal concentrator (Tomy, Micro Vac TM MV-100, Tomy medico co., LID) 
9 Dispense 100µL into a vial for HPCL. 
10 completion Std_0µM Std_10µM Std_20µM Std_30µM Std_40µM Std_50µM Std_100µM 
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    2）HPLC の α-TP、δ-T3 分析条件 
血清サンプルは HPLC（JASCO Corporation, Tokyo, Japan）を用いて分析した。HPLC によ
る血漿 α-TP、δ-T3 分析の条件を Table 3-3 に示した。また、クロマトグラム上の HCY のピ



































Table 3-3. Conditions for plasma V.E analysis by HPLC 
Items Equipment, Reagents and conditions 
Pump EP-700（LIQUID CHROMATOGRAPH PUMP/Eicom） 
Auto sampler AS-4050（Jasco） 
Detector FP-2025 Plus Intelligent Fluorescence Detector （Jasco） 
Pre-column Eicom PC-04 4.0mmφ×5mm 
Column COSMOSIL Packed column 5PFP 4.6mm I.D.×250 mm 
Column temperature 40 ℃ 
Wave length EX 292 nm/EM 325 nm 
Buffer Methanol：MilliQ（v/v）＝9：1 
Flow rate 700 µL/min 



























Figure 3-2. Separation of α-TP and δ-T3 in Human Plasma by HPLC 
This is a chromatogram of a standard reagent used when α-TP and δ-T3 of human serum was analyzed 
by the HPLC method. The tocol appears around 12 minutes, δ-T3 appears around10 minutes, and α-















































3.2.9 HPLC 法による血漿 HCY の測定 
1. 血漿 HCY サンプル作成 
 25μLの血漿サンプルを 1.5mLチューブに移し、0.3M PBS（pH7.4）を 205μL、10µM NAC: 
N-Acetyl-L-cysteine（Sigma-Aldrich Japan K.K., Tokyo, Japan）を 25μ添加し攪拌した。次に、
60mM TCEP: Tris（2-carboxyethl） phosphine Hydrochloride （NACALAI TESQUE, INC., Kyoto, 
Japan）を 10µL 添加し、攪拌後、震盪器にて室温に 30 分放置した。この際、スタンダード
は遮光した。さらに、1mM EDTA-2Na（FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Osaka, Japan）
を含む 100g/L TAC: Trichloroacetic acid（FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Osaka, 
Japan）を 90µL添加し、攪拌後に遠心分離を実施した（20℃、13000 G、10min）。上清 90µL
をオートサンプラー用バイアルに移し、1.55M NaOH を 7.5µL添加後に再度攪拌した。これ
を HPLC 用分析サンプルとした。 
 
2. HCY 測定用移動相作成 
 MillQ 1000mLに対し NaH2PO4を 12g 入れ攪拌した。2倍に希釈した Phosphoric Acid を添
加し、pH2.5のリン酸溶液を作成した。その後、10%Methanol 10mL、SOS: sodium dihydrogen 
phosphate anhydrous（Kanto Chemical Co., Inc., Tokyo, Japan）170mg、EDTA-2Na 5mg を加え
た。気泡の発生を避けるためオーバーナイト後に使用した。 
 
3. HCY の標準試薬調製および HPLC 分析条件 
1）HCY 標準試薬の調製  
HCY の分析用スタンダードおよび 10µM NAC は Table 3-4、Table 3-5 に示すように作成し
た。作成後は遮光保存した。検量線には 0、1、3、15、30 µM を用いた。0.3 M PBS は PBS
を 3 mLと MilliQ を 7 mL 合わせた。60 mM TCEP は TCEP を 0.0172 gと MilliQ を 1 mL合
わせた。100 g/L  TCA（1 mM EDTA-2Naを含む）を 2.0 g、EDTA-2Na 0.0074 g を MilliQ で














Table 3-4. Preparation of Standard samples 
Standard Tubes Concentrations DL-Homocysteine MilliQ (µL) 
#1 ＜10-1 M＞ 0.0135 g 1000 
#2 ＜10-2 M＞ 100 µL of Tube#1 900 
#3 ＜10-4 M＞ 10 µL of Tube#2 990 
#4 ＜30 µM＞ 300 µL of Tube#3 700 
#5 ＜15 µM＞ 400 µL of Tube#4 400 
#6 ＜3 µM＞ 200 µL of Tube#5 800 
#7 ＜1 µM＞ 250 µL of Tube#6 500 
Seven concentrations of tubes were prepared as standard reagents. 0.0135 g of homocysteine was 
weighed into standard tube # 1, 1000 µL of MillQ was added, and then standard reagents of each 





Table 3-5. Preparation of 10 µL NAC 
Standard Tubes Concentrations NAC MilliQ (µL) 
#1 ＜10-1 M＞ 0.0163 g 1000 
#2 ＜10-3 M＞ 10 µL of Tube#1 990 
#3 ＜10-4 M＞ 10 µL of Tube#2 990 
Three concentrations of tubes were prepared as standard reagents. 0.0163 g of NAC was weighed into 
standard tube # 1, 1000 µL of MillQ was added, and then standard reagents of each concentration was 














2）HPLC の HCY 分析条件 
血清サンプルは HPLC（JASCO Corporation, Tokyo, Japan）を用いて分析した。HPLC によ




































Table 3-6. Conditions for plasma HCY analysis by HPLC 
Items Equipment, Reagents and conditions 
Pump EP-700（LIQUID CHROMATOGRAPH PUMP/Eicom） 
Auto sampler M-514（Eicom） 
Detector Eicom ECD-700 
Working electrode Eicom WE-AU 
Pre-column Eicom PC-04 4.0mmφ×5mm 
Column Eicom-3ODS（3.0 φ×150 mm） 
Column temperature 25 ℃ 
Buffer 99 % 0.1 M Sodium phosphate buffer（pH2.5）,1 % Methanol, 170 
mg/L Sodium Octansulfornate, 5 mg/L EDTA-2Na 
Flow rate 500 µL/min 


























Figure 3-3. Separation of Homocysteine in Human Plasma by HPLC 
This is a chromatogram of a standard reagent used when HCY of human serum was analyzed by the 

































 得られたデータは統計ソフト SPSS（Statistical Packed for the Social Ver. 26）を用い統計解




































第 3節 結果 
3.3.1 身体特性 
各期間の被験者の身長・体重の変化を示した（Table 3-7）。すべての期間に参加できた被
験者は男性 6 名、女性 4 名で、各期間の前後および３期間のいずれの間にも有意な変動は


































Table 3-7. Weight and Height change of subjects 
(n= 10) Control α-TP δ-T3 
 Pre Post Pre Post Pre Post 
Height (cm) 169.3 ± 8.0 169.4 ± 8.1 169.5 ± 8.1 169.5 ± 8.1 169.4 ± 8.2 169.5 ± 8.2 
Weight (kg) 58.9 ± 9.8 58.8 ± 10.1 59.4 ± 9.7 59.2 ± 10.2 59.3 ± 10.2 59.2 ± 10.3 


































被験者の摂取エネルギー量は、C 期、α-TP 期、δ-T3 期において 1861 ± 769kcal、1812 ± 441 




































Table 3-8. Dietary energy and nutrition intake 
                     Calculated values (Mean ± S.D.) (n= 10) 
 Control α-TP δ-T3 DRIs 




Protein (%) 14 ± 2 14 ± 2 14 ± 3 13~20% 
PFC 
energy ratio 
Lipid (%) 28 ± 6 29 ± 6 28 ± 8 20~30% 
Carbo (%) 56 ± 6 55 ± 6.5 54 ± 9.5 50~65% 








Cholesterol (mg) 277 ± 135 277 ±120 338 ± 150 ----------  
































V.B12 (µg) 4.8 ± 2.2 5.6 ± 2.0 5.4 ± 1.6 2.4 RDA 
Folate (µg) 200 ± 100 207 ± 81 202 ± 67 240 RDA 
V.D (µg) 5 ± 3 5 ± 2 6 ± 3 8.5 AI 
V.E (mg) 
---------------- 
Male (n= 6) 
Female (n= 4) 
6.5 ± 4.0 
 
3.5 ± 1.9 
3.8 ± 0.6 
6.2 ± 2.2 
 
3.2 ± 1.3 
3.9 ± 0.7 
6.6 ± 2.6 
 
3.3 ± 1.3 










1. 血漿 α-TP、δ-T3 の変化 
 各期間の血液項目において、α-TP 摂取により、血漿 α-TP 濃度は、15.7 ± 2.7 µmol/Lから
31.8 ± 9.6µmol/Lに有意に増加し（p < 0.001）、さらに、血漿 δ-T3 濃度も 0.09 ± 0.02 µmol/L
から 0.15 ±0.05 µmol/Lに有意な増加が認められた（p < 0.01）。δ-T3 摂取により、血漿 δ-T3
濃度は 0.11 ± 0.03 µmol/L から 0.40 ± 0.19µmol/Lに有意に増加した（p < 0.01）。サプリメン
ト摂取の前後差の数値において、血漿 α-TP 濃度は、α-TP 期（16.1 ± 7.1 µmol/L）と C 期（0.4 
± 5.5µmol/L）および δ-T3 期（- 0.4 ± 3.1 µmol/L）と比較し、それぞれ有意な差が認められた
（p<0.001, p<0.001）。また、血漿 δ-T3 濃度の変化量も、δ-T3 期（0.29 ± 0.19 µmol/L）と、C
期（0.00 ± 0.06µmol/L）および α-TP 期（0.06 ± 0.04 µmol/L）と比較し、それぞれ有意な差が




























Table 3-9. Comparison of variations of concentration in blood analysis items. after α-Tocopherol and 
δ-Tocotrienol supplementation 











15.6 ± 2.8 
16.0 ± 5.4 
0.4 ± 5.5 
 
15.7 ± 2.7 
31.8 ± 9.6a 
16.1 ± 7.1c  
 
17.2 ± 3.0 
16.7 ±3.5 
- 0.5 ± 3.3 
17.4 to 32.7 





0.10 ± 0.02 
0.10 ± 0.05 
0.00 ± 0.06 
 
0.09 ± 0.02 
0.15 ±0.05b 
0.06 ± 0.04 
 
0.11 ± 0.03 
0.40 ± 0.19b 
0.29 ± 0.19 d 
 
The table shows changes and increases / decreases in blood items due to supplement intake. In addition, 
a comparative study of pre and post by supplement intake and a comparison between the three groups 
were shown. Those with significant differences are shown using the following alphabet. a: Significant 
difference was observed before and after supplement intake (p <0.001), b: Significant difference was 
observed before and after supplement intake (p <0.01), c: Significant difference was observed in 
comparison with C period and δ-T3 period (p<0.001). d: Significant difference was observed in 





















 各期間の血液項目において、α-TP 摂取により、総コレステロール濃度は、171 ± 31 mg/dL
から 181 ± 26 mg/dLに有意に増加し（p < 0.05）、さらに、LDL濃度も 95 ± 23 µmol/Lから
101 ± 23 µmol/Lに有意な増加が認められた（p < 0.05）。また、δ-T3 摂取により HDLの上昇
傾向を確認した（p = 0.063）。結果を Table 3-10 に示す。 
 
3. 骨代謝に関する項目 































Table 3-10. Comparison of changes in blood lipid items after supplementation of α-tocopherol and δ-
tocotrienol. 












175 ± 26 
180 ± 32 
5.2 ± 19.8 
 
171 ± 31 
181 ± 26a 
10.8 ± 11.9 
 
176 ± 30 
179 ± 30 
2.8 ± 10.9 






60 ± 19 
62 ± 22 
2.5 ± 18.0 
 
62 ± 29 
71 ± 29 
9.9 ± 15.3 
 
76 ± 25 
69 ± 29 
- 6.8 ± 22.9 






43 ± 7 
42 ± 8 
-0.2 ± 3.9 
 
41 ± 8 
43 ± 7 
1.9 ± 2.9 
 
42 ± 7 
44 ± 8 
1.7 ± 3.5 






61 ± 17 
64 ± 16 
2.7 ± 4.0 
 
60 ± 16 
63 ± 15 
2.5 ± 5.8 
 
59 ± 17 
64 ± 20 
4.3 ± 6.4 
M 40 to 85 






98 ± 16 
101 ± 24 
2.8 ± 16.3 
 
95 ± 23 
101 ± 23a 
6.6 ± 9.0 
 
98 ± 21 
101 ± 18 
2.7 ± 10.1 
65 to 139 
The table shows changes and increases / decreases in blood items due to supplement intake. In addition, 
a comparative study of pre and post by supplement intake and a comparison between the three groups 
were shown. Those with significant differences are shown using the following alphabet.  











Table 3-11. Comparison of changes in blood lipid items after supplementation of α-tocopherol and δ-
tocotrienol. 











9.9 ± 2.6 
10.1 ± 3.1 
0.3 ± 1.5 
 
10.7 ± 2.9 
10.7 ± 3.1 
0.0 ± 1.7 
 
10.8 ± 3.7 
11.2 ± 4.2 
0.4 ± 2.0 
M 7.0 to 17.8  
F 5.3 to 15.2 





22.3 ± 5.4 
21.7 ± 4.8 
- 0.7 ± 2.9 
 
22.1 ± 5.3 
21.1 ± 5.8 
- 1.0 ± 2.5 
 
22.3 ± 5.3 
21.7 ± 6.5 
- 0.6 ± 2.5 
M 9.5 to 17.7  
F 7.5 to 16.5 





67.1 ± 35.4 
68.0 ± 32.1 
0.9 ± 8.1 
 
66.4 ± 18.9 
60.8 ± 22.3 
- 5.7 ± 8.7 
 
64.2 ± 24.2 
62.2 ± 25.6 
- 2.0 ± 8.6 
M 18.1 to 74.1 
 F 16.8t o 70.1 
The table shows changes and increases / decreases in blood items due to supplement intake. In addition, 
a comparative study of pre and post by supplement intake and a comparison between the three groups 




















第 4節 考察 
3.4.1 α-TP および δ-T3 摂取による血中動態について 
 本研究では、δ-T3 を健康なヒトが摂取した場合の血中動態を明らかにすることを目的に
研究を実施した。δ-T3 摂取により、血漿 δ-T3 濃度は 14日間の δ-T3 の短期摂取で有意に増
加させることが明らかとなった。同じように α-TP 摂取により、血漿 α-TP 濃度および δ-T3
に有意な増加が認められた。 
これまで、T3 のバイオアベイラビリティは低く、TP よりも早く排泄されるといわれてき
た。それは、T3 よりも α-TP の方が肝臓の α-トコフェロール転移タンパク質（αTTP）への
親和性が高く、その結果、α-TP が血流に優先的に放出され、T3の分泌が抑制されているこ
とに起因することや[36]、T3 が TP に変換されるためである[37]。実際に、健康なボランテ
ィアに 300mg の混合 T3（α-T3 29%、γ-T3 55%、δ-T3 14%）を経口投与した場合の α-T3、γ-
T3、δ-T3 の平均見かけ上の排泄半減期（T1/2）値はそれぞれ 4.4、4.3、2.3 時間であり、α-
TP の 4.5〜8.7 倍の短さである[38]。しかしながら、本研究では 250mg/d の 1 日 2 回の複数
回摂取で摂取前の約 4 倍（0.40 ± 0.19µmol/L）増加させた。これまでに、δ-T3 を摂取させた
場合の血中 δ-T3 濃度が示された報告はいくつかあるが、いずれも、摂取後の数値に大きな
ばらつきがみられる。36人の男性（21-30 歳）に T3 混合サプリメントを 320 mg/d を（δ-T3
として50mg/d）、2か月間投与したところ、血中 δ-T3濃度は約100ng/dL増加した（0.25µmol/L）
[39]。また、250mg の δ-T3 サプリメントを高コレステロール症の被験者に 8 週間摂取させ
た研究ではプラセボと比較し、δ-T3 の血中濃度は 0.096 ± 0.068μmol/L 増加した[30]。さら
に、閉経後の女性に 12 週間 300mg あるいは 600mg の δ-T3 を摂取させた結果では、12 週間
後の血中 δ-T3 レベルはいずれの摂取量の場合も、血中 δ-T3 濃度は 3µmol/L前後の値を示し
[40]、δ-T3 の血中レベルは摂取量に依存しないことが示唆された。高用量の T3 摂取では T3
が TP に変化し、HMG-CoA 還元酵素の活性を誘導し、コレステロールを上昇させると言わ
れているため[41]、δ-T3 の血中レベル維持には、摂取期間や摂取量だけではなく、一日の摂
取回数に影響を受けている可能性がある[29, 38, 42]。 
これまでに、高コレステロール血症患者に AHA 食とともに、段階的に 125, 250, 500,750 
mg/d の δ-T3 を 4 週間ごとに摂取させた結果、250mg/d の δ-T3 摂取が最も血中の LDL を低







系、肝臓疾患、運動機能改善と幅広い[44, 45]。本研究においては、α-TP を 268mg（400IU）
摂取した結果、摂取前と比較して約 2 倍（Pre:15.7 ± 2.7 to Post: 31.8 ± 9.6µmol/L, Variations: 
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16.1±7.1µmol 増加）の濃度に増加した。これまでに、健康な男女 45 名に、400IU/d を 2か月
投与した結果、血中の α-TP 濃度はベースラインと比較し、15.0±2.2µmol/L増加した[46]。ま
た、喫煙者ではあるが、64 名の男性に、400IU の α-TP を 2 年間摂取させたところ 5.48 ± 1.33 
mg/g LDL protein から 10.65 ± 3.37 mg/g LDL protein と有意に 2倍の増加を認めた[31]。さら
に、男女 36 人に α-TP を 8 週間、400IU 摂取させたところ、22.7 ± 4.8µmol/L から 35.1 ± 
5.95µmol/Lの有意な増加を示した[47]。これまでに分かっている最も短期である 400IU/d の
3週間の α-TPを摂取した研究[48]では、摂取 3週間後の対象群の α-TP濃度が 21.5±2.7µmol/L
であるのに対し、α-TP 負荷群は 33.9 ±2.9µmol/L であった。これらの血中 α-TP 濃度の数値
は、本研究の 14 日間、268mg/d の α-TP 摂取と同レベルの数値、増加量である。つまり、本
研究では、α-TP の 14 日間の摂取で、これらの研究の血中レベルと同レベルまで到達するこ
とを明らかにした。また、LDL 酸化に関する研究における V.E 補給の効果は 1 日 400IU
（268mg）の用量で最大に近づくことが示唆されている[8, 49]。400IU の摂取で、介入終了
時に血中 α-TP 濃度が 30µmol/Lから 40µmol/L付近であった研究は、血管内皮の酸化からの
保護作用[47]、LDL酸化のラグタイムの延伸[48]、腎機能改善[50]といった効果が示された。




TP 輸送タンパク質（α-TTP）の T3 に対する親和性は低いといわれてきたが、最近、α-T3は
非 α-TTP 依存経路を介して吸収される可能性があると推測されている[53]。そのため、δ-T3
も α-T3 と同様に非 αTTP 依存経路を介している可能性がある。したがって、本研究におい
て、α-TPの摂取で δ-T3が増加した原因を解明することはできないが、腸管内での溶解率や、
生体内での脂肪細胞などにおける蓄積量などが関与したと考えた。 
本研究結果の最も注目すべき点は、これまでに報告の少ない健康な若年男女に δ-T3 を 14
日間投与し、短期摂取での有意な δ-T3 濃度増加の証明と、その具体的な血中 δ-T3 濃度を示
したことである。また、α-TP においても、4 週間以上の摂取と同レベルの血中 α-TP 濃度に
14 日間で到達することを明らかにした。このことは、δ-T3 や α-TP の血中への疾病予防効





1) α-TP と脂質代謝 
本研究の次の目的は、α-TP、δ-T3 の血中脂質項目への影響を検討することであった。若





にされてきた[21]。また、血液透析患者に 120日間 α-TP を 400IU/d 補給させた場合に、有意
に LDLレベルが低下し[57]、さらに 8 週間にわたる 400IU/d の α-TP 投与群では、LDLの酸
化感受性の低下が認められ、LDL酸化感受性低下に必要な最低限の α-TP は 400IU であるこ
とが示されている[32]。したがって、本研究においても、α-TP を 268mg（400IU）摂取する
ことによる、脂質項目の低下を期待し検討を行った。結果は、α-TP 摂取期に LDL濃度がサ
プリメント摂取前（Pre）の 95 ± 23mg/dLから摂取後（Post）101 ± 23mg/dL に有意に増加し
た。しかし、C 期および δ-T3 期の Postの LDL濃度の値も、101 ± 24 mg/dL, 101± 18 mg/dL
と α-TP 摂取期の Post の値とほぼ差がない。つまり、α-TP 摂取により LDL濃度が増加した
とは考えにくい。総コレステロール濃度にも同様に α-TP 摂取期に Preと Post で有意な増加
が認められたが（p < 0.05）、総コレステロールは LDLと TG と HDLの値から換算されるた





空腹時採血のおよそ 12 時間前に夕食を済ませていた。しかし、脂質項目のなかでも特に TG













であることが考えられていることから、未だヒトでの V.E の LDL への抗酸化作用に一貫し
た結果が得られていない[67]。今後も、α-TP の LDL、HDL に対する抗酸化作用に着目して
行く必要がある。 
 




増加傾向がみられた（p = 0.063）。これまで TRF（α-, β-, γ-, δ-T3 の混合）は、コレステロー
ル合成酵素の 3-ヒドロキシ 3-メチルグルタリル補酵素 A 還元酵素（HMG-CoA）を抑制し、
体内のコレステロール産生を阻害することが多数報告されている[19-22]。高コレステロー
ル血症に使用される薬剤のスタチンは、HMG-CoA 還元酵素と HMG-CoA との結合を競争阻
害し、コレステロール合成を抑制、LDL 受容体合成を促進する[68]。一方 T3 は HMG-CoA
還元酵素の転写後抑制に関与しており、HMG-CoA 還元酵素の基質に影響なく[69, 70]コレ
ステロール合成を抑制させる。また T3 のなかでも δ-T3 は HMG-CoA 還元酵素への阻害が
大きいため[23]、LDLが低下すると予測した。しかし、本研究結果では、若年男女に対する












硬化の病態に酸化 HDL が関与していることが報告されている[75, 76]。Framingham Heart 
Study[77]では、HDL が 1mg/dL ずつ増加するごとに、冠動脈疾患（CAD）リスクが男性で
2％、女性で 3％減少することから HDL レベルは CAD リスクの有力な予測因子であること
が示された。したがって、LDLだけでなく HDLの酸化予防や増加は動脈硬化予防に有効で
あることは明らかである。今後は抗酸化だけではなく、HDL レベルを増加させる栄養素と





本研究では α-TP や δ-T3 が若年者における骨質劣化予防や、骨の健康維持への有用性の検
証も実施した。骨代謝マーカーは骨折予測因子であり、骨密度とは独立した骨折の危険因子
である[78-80]。本研究では、血清骨吸収マーカーに NTx、血清骨形成マーカーに total P1NP
を採用し、さらに骨マトリックス関連マーカーとして HCY を採用した。一日当たり 268mg







ける RANKL の発現を低下させ、破骨細胞の発生を抑制することを明らかにしている[81]。 
一方で、α-TP は骨密度（BMD）への影響についても、一致した見解が得られていない。
V.E の過剰摂取が骨粗鬆症の発症リスクを上昇させる報告もあるが[82]、血清 α-TP 値が低い




りも高値の 21~22 nM BCE/L付近を示した。現在、国内の臨床で用いられている血清 NTｘ
の基準値は男性(40〜59 歳):9.5〜17.7 nM BCE/L 、女性 (閉経前 40〜44 歳):7.5〜16.5 nM 
BCE/L 、(閉経後 45〜79 歳):10.7〜24.0 nM BCE/L である。若年の血清 NTｘの基準値は明確
なものがない。20 歳前後の日本人の男子スキー選手のシーズンオフの血清 NTｘは本研究の
対象者と同レベルの 23.4±4.77 nmBCE/L を示していた[86]。さらに OSTEOMARK® NTx 
Serum キットによる血清 NTx の基準（平均年齢 35 歳、24 歳から 49 歳）は、男性で 5.4〜







おり、HMG-CoA 還元酵素を分解することで HMG-CoA 還元酵素の活性を低下させる[74]。
さらに T3（10％γ-T3 と 90％δ-T3 からなる）は、骨形成関連遺伝子の発現を促進すること
で、マウス骨芽細胞の骨形成活性を高めることを実証した[93]。しかし、骨は常に体内で代













ァターゼ（BALP）/NTx 比に有意な増加と酸化マーカーである 8-OHdG 濃度に減少が見られ










3.4.4 α-TP・δ-T3摂取による HCY への影響 
 本論文の 2 章での結果では、V.E 摂取により血漿 HCY 濃度は有意に低下したが、本研究





の SNP が影響した可能性もある。また、血中 HCY レベルは一般人とアスリートを比較した
場合に、アスリートのほうが低レベルである報告がある[99]。Rousseauらは[100]、有酸素運
動を行ったアスリートや陸上選手の HCY レベルは、非運動者やレスリング選手らと比較し
低いとし、さらに Sema Can ら[101]によると、非アスリートよりもアスリートでは定期的な




V.B12（19.0±6.2 µg）、葉酸摂取量（528±169 µg）は推奨量（RDA）の 2 倍から 8 倍量を摂取
していた。一方、本研究の被験者では、V.B12については RDA を満たしているものの、V.B6
や葉酸は RDA に満たなかった。血中 HCY レベルは、HCY 代謝と関与している補酵素の栄









本章では、α-TP および δ-T3 を健康なヒトが摂取した場合の血中動態を明らかにすること
を目的とし、研究をおこなった。その結果、血中 δ-T3 および α-TP 濃度は有意に増加した。
すなわち、本研究結果は、δ-T3 や α-TP が 14 日間の短期摂取後、有意なレベルで検出可能
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